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В отличие от мутагенных рекомбинантных плазмид pBR322ins и pAins ДНК pOins в концентра-
ции 10 мкг/мл не вызывает повышения частоты генных мутаций и хромосомных аберраций в 
соматических клетках млекопитающих. Отсутствие мутагенного эффекта pGins подтверждено 
в различных тест-системах in vitro и in vivo и, по-видимому, обусловлено усилением экспрессии и 
функций гена препроинсулина под влиянием вирусных регуляторних элементов. Показано, кто 
предварительная обработка культивируемых клеток млекопитающих препаратом инсулина 
защииірет их от мутагенного действия рекомбинантной плазмиды рНВ320, которая содержит 
геном вируса гепатита В. Предполагается участие экспрессирующего гена препроинсулина в 
ιюддержании уровня генетической стабильности или изменчивости клеточных популяций. 
Введение. Для создания технологии генной тера-
пии инсулинзависимого сахарного диабета принци-
пиальным моментом является конструирование бе-
зопасных в генетическом отношении рекомбинант-
ных молекул [1 ], что стимулировало исследования 
мутагенной активности рекомбинантных ДНК. 
Ранее нами было показано, что в фибробластах 
млекопитающих различного происхождения экс-
прессия экзогенного гена препроинсулина под соб-
ственным промотором, но без регуляторного эле-
мента, обеспечивающего выражение этого гена в 
специализированных клетках, носит конститутив-
ный характер [2—5]. 
При введении в культивируемые клетки грызу 
нов рекомбинантных плазмид pBR322ins и pAins, 
содержащих геномный ген препроинсулина челове-
ка с делегированным участком регуляторной обла-
сти, наблюдалось повышение частоты генных и 
хромосомных мутаций [3—6 ]. Мутагенный эффект 
мог быть связан с экспрессией в клетках как 
измененного гена препроинсулина (делеция части 
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регуляторной области), так и векторной молекулы, 
введенных при трансфекции. 
Мы предположили, что замена недостающего 
участка регуляторной зоны гена препроинсулина 
регуляторными элементами вируса могла бы при 
вести к усилению экспрессии этого гена при введе-
нии в исследуемые клетки млекопитающих. Для 
проверки этого предположения была сконструиро-
вана рекомбинантная плазмида pGins, в структуре 
которой ген препроинсулина находился под влия-
нием регуляторных элементов вируса гепатита В 
[7, 8 ]. В предварительных экспериментах показа-
но, что продукция инсулиноподобных белков в 
культуральную среду после трансфекции клеток 
млекопитающих плазмидой pGins была существен-
но выше по сравнению с pBR322ins [9]. 
Цель данной работы состояла в дальнейшем 
изучении роли экспрессирующего гена препроинсу-
лина, а также белка инсулина в изменении уровня 
мутагенеза в соматических клетках млекопитаю-
щих. Проводили сравнительное исследование мута-
генной активности: 1) гена препроинсулина без 
регуляторного участка, ответственного за тканеспе 
цифичность экспрессии (BglII-TaqI-фрагмент); 2) 
векторной плазмиды рНВ320, содержащей геном 
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вируса гепатита В; 3) рекомбинантной плазмиды 
pGins и 4) препарата инсулина. 
Материалы и методы. Выделение плазмидных 
ДНК, рестрикцию и элюирование фрагментов ДНК 
из агарозного геля проводили стандартными мето-
дами [10]. В экспериментах по мутагенезу исполь-
зовали плазмиды рНВ320, pGins, в отдельных опы-
тах — pAins и pBR322ins, а также BglII-TaqI-фраг-
мент ДНК, содержащий ген препроинсулина 
человека, и медицинский препарат инсулина 
свиньи. 
В качестве модельной системы in vitro служили 
клетки китайского хомячка Blld-ii-FAF28CL237. 
Клетки культивировали в стандартной среде Игла 
с добавлением 10 % эмбриональной сыворотки 
крупного рогатого скота, глюкозы и антибиотиков, 
Экзогенные ДНК в концентрации 10 мкг/мл вво-
дили в клетки кальций-фосфатным методом [11]. 
Эксперименты по мутагенезу описаны нами ранее 
[12]. Метафазные пластинки для цитогенетическо-
го анализа фиксировали через 24 ч с помощью 
стандартной методики [13]. Для селекции мутан-
тов использовали среду с 6-меркаптопурином (6-
МП) фирмы «Koch-Light Lab» в концентрации 
60 мкг/мл. 
В экспериметнах in vivo использовали крыс 
линии Wistar. В организм животных ДНК вводили 
в составе липосом. Инъекции взвеси липосом в 
физрастворе с заключенной в них ДНК (75 мкг в 
0,2 мл раствора на особь) осуществляли в печень 
опытных животных в условиях хирургической опе-
рации [8 ]. В качестве негативного контроля ис-
пользовали здоровых интактных животных и живо-
тных, которым вводили физиологический раствор в 
печень. Позитивным контролем служила плазмида 
pAins, обладающая высокой мутагенной активно-
стью [3, 5, 6 ]. Для изучения мутагенного действия 
вводимых препаратов были отобраны те животные, 
у которых после введения плазмид наблюдалось 
падение уровня глюкозы в крови [8 ]. Метафазные 
пластинки клеток костного мозга готовилй по об-
щепринятой методике Мак Грегора и Барли [14], а 
лимфоцитов — по методу Монахова [15] с исполь-
зованием ФГА фирмы «Wellcome» (США). 
Присутствие плазмидной ДНК в клетках кон-
тролировали с помощью полимеразной цепной ре-
акции. Экзогенная ДНК, содержащая ген препро-
инсулина, присутствовала в трансфицированных 
клетках в течение длительного периода времени 
[16]. 
Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью критериев Фишера и Стьюдента 
[17]. 
Результаты и обсуждение. Результаты экспе-
риментов по изучению мутагенной активности век-
торной плазмиды рНВ320 и линейного фрагмента 
ДНК, содержащего усеченный ген препроинсулина 
человека, которые использовали для конструирова-
ния pGins, представлены в табл. 1. 
Частота мугантных колоний в независимых 
контрольных вариантах была различной, как обыч-
но и бывает в индивидуальных клеточных культу-
рах, где в разное время возникают мутангные 
варианты спонтанного происхождения и существу-
ют некоторые различия в условиях для проявления 
мутантов [18]. Частоты мутантов, резистентных к 
6-МП, в контрольных и опытных вариантах срав-
нивали через 3; 9 и в ряде случае — 24 сут,после 
трансфекции клеток. При выборе времени для 
съема информации учитывали особенности модель-
ного локуса, на котором изучали генные мутации 
(для проявления рецессивных мутаций требуются 
два клеточных деления), и данные по анализу 
влияния экзогенных ДНК на мутагенез в культу-
рах соматических клеток млекопитающих, полу-
ченные ранее [3—6, 19—23]. Следует отметить 
также, что мутанты, резистентные к 6-МП, обла-
дают пониженной жизнеспособностью по сравне-
нию с клетками дикого типа и поэтому быстро 
элиминируют из популяции в отсутствие селектив-
ных условий. 
Как плазмида рНВ320, так и линейный фраг-
мент генома человека при концентрации ДНК 
10 мкг/мл вызывали статистически достоверное 
повышение частоты мутантов, резистентных в: 6-
MIl, при введении в культивируемые клетки ки-
тайского хомячка. Мутагенный эффект выявлялся 
через 3 сут после трансфекции, а на 9-е сут 
частота мутантов в опытных вариантах существен-
но не отличалась от контрольного уровня (табл. 1). 
На 24-е сут после трансфекции также не было 
обнаруженно статистически достоверной разницы 
между опытными и контрольным вариантами (дан-
ные в таблице не представлены). 
В случае линейного фрагмента ДНК, содержа-
щего усеченный ген препроинсулина, краткость 
превышения контрольного уровня составляла 1,68 
и 1,49. Эти данные в сочетании с ранее получен-
ными резу льтатами по рекомбинантным пла з ми-
дам, содержащим исследуемый фрагмент ДНК [3— 
6 ], указывают на то, что ген препроинсулина 
человека с делецией участка регуляторной области, 
действительно, обладает слабой мутагенной актив-
ностью в соматических клетках млекопитающих. 
По сравнению с линейными фрагментами вирусных 
ДНК [19, 20] для индукции мутаций под влиянием 
экзогенного гена препроинсулина требуется з 10 
раз большая концентрация ДНК (10 мкг/мл). 
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Таблица 1 
Частота мутантов по локусу hprt, индуцированных геном препроинсулина человека и плазмидой рНВ320, иаюльзуемых для 
конструирования p&ns 
Вариант 
Время после 
трансфекции, 
сут % 
Выборка 
з 
клеток, 10 
Эффектов 
ность клониро-
вания 
Количество 
мутантных ко-
лоний 
Частота мутан 
тов I O - 5 
Частота мутан-
тов за вычетом 
контроля I O 5 
Отношение 
опыт/ контроль P 
Контроль 500 0,72 17 4,72 
Ген препроинсулина 3 1000 0,53 21 7,92 2,92 1,68 <0,05 
Контроль — 500 0,71 30 4,22 — — — 
Ген препроинсулина 9 500 0,46 10 4,35 0,13 1,03 < 0,05 
Контроль 
Ген препроинсулина 
Контроль 
Ген препроинсулина 
— 500 
3 500 
— 500 
9 500 
0,26 11 
0,19 12 
0,28 9 
0,60 22 
8,46 
12,63 4,17 
6,43 — 
7,33 0,90 
1,49 < 0,05 
1,14 <0 ,05 
Контроль — 1000 0,42 34 8,10 — 
рНВ320 3 700 0,24 30 17,86 9,76 2,20 <0,001 
Контроль — 450 0,51 2 0,86 — 
рНВ320 3 500 0,29 7 4,83 3,97 5,62 < 0,001 
Контроль — 500 0,40 2 1,00 — 
рНВ320 3 500 0,26 4 3,08 2,08 3,08 <0 ,05 
П р и м е ч а н и е . Концентрация ДНК 10 мкг/мл. Статистическая обработка с помощью критерия Фишера. 
Мутагенный эффект плазмиды рНВ320 сопо-
стсівим с таковым pBR322 при одинаковых услови-
ях проведения эксперимента: концентрация ДНК 
10 мкг/мл, время экспрессии мутапий 3 сут [3—6 ]. 
Как видно из табл. 1, кратность превышения конт-
рольного уровня мутантов в случае плазмиды 
рНВ320 составляла 2,20; 5,62 и 3,08. Различия 
между опытными и контрольными вариантами бы-
ли статистически достоверны, в двух случаях — по 
третьему порогу вероятности (р < 0,001). 
Итак, определенный вклад в индуцированный 
мутагенный эффект исследованных нами ранее ре-
комбинантных плазмид pBR322ins и pAins [3—6] 
мог вносить продукт исследуемого гена препроин-
сулина. Возможно, делеция в регул яторной области 
гена препроинсулина приводит к снижению экс-
прессии и ошибкам декодирования [27 ], в резуль-
тате чего в клетках появляется мутагенный про-
дукт. Это положение подтверждается данными, по-
казавшими, что при введении в клетки плазмиды 
pBR322insN, в составе которой ген препроинсулина 
инактивирован инсерцией четырех нуклеотидов в 
область инициации трансляции, происходит сниже-
ние частоты индуцированных хромосомных и ген-
ных мутаций [4, 6]. 
Кроме того, мутагенная активность рекомби-
нантных плазмид, сконструированных на основе 
стандартного вектора pBR322, могла быть обуслов-
лена присутствием так называемой «токсической» 
нуклеотидной последовательности [24, 25 ]. В слу-
чае рекомбинантной плазмиды pBR322ins нельзя 
исключить возможного взаимодействия «токсиче-
ской» плазмидной последовательности и изменен-
ного гена препроинсулина с образованием чужерод-
ных для клетки комплексных продуктов, проявля-
ющих мутагенную активность. Что касается 
рекомбинантной плазмиды pAins, то ее мутагенный 
эффект мог определяться взаимодействием гена 
препроинсулина с делецией в регуляторной зоне и 
/1/и-повтора из генома человека [3, 5 ]. 
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Мутагенный эффект всех изученных экзоген-
ных ДНК (рекомбинантные плазмиды pBR322ins, 
pAins и рНВ320, усеченный ген препроинсулина 
человека) зарегистрирован через 3 сут после транс-
фекции клеток и был, вероятно, обусловлен тран-
зиторной экспрессией чужеродных нуклеотидных 
последовательностей и появлением во внутрикле-
точной среде соответствующих продуктов: РНК 
и/или белка. Предварительная инактивация экзо-
генной ДНК-матрицы диметилсульфатом перед 
трансфекцией клеток приводила к снижению час-
тоты индуцированных мутантов до контрольного 
уровня [2, 3]. Также наблюдалось значительное 
снижение мутагенного эффекта после инактивации 
гена препроинсулина введением мутации сдвига 
рамки считывания в область инициации трансля-
ции [4, 6 ]. 
При введении в клетки онкогенов также была 
показана связь мутагенного эффекта с транзитор-
ной экспрессией чужеродной генетической инфор-
мации [19—23]. Мутагенный эффект оказался 
краткосрочным, и частота мутантов быстро пони-
жалась до контрольного уровня. С одной стороны, 
это объясняется индукцией мутаций сразу же после 
трансфекции в момент присутствия максимального 
количества в клетках экзогенной ДНК, с другой, — 
использованием модельного локуса hprt (мутанты, 
резистентные к 6-МП, обладают пониженной жиз-
неспособностью в ростовой среде и быстро элими-
нируют из клеточной популяции). 
Ранее нами уже отмечалось отсутствие мута-
генного эффекта при введении в клетки китайского 
хомячка рекомбинантной плазмиды pGins [3 ]. Од-
новременно в одних и тех же экспериментах транс-
фекция клеток ДНК рекомбинантных плазмид 
pBR322ins и pAins приводила к статистически до-
стоверному повышению частоты мутантов. Это сви-
детельствовало о принципиальном различии в гене-
тическом действии исследуемых рекомбинантных 
конструкций. В данной работе получены дополни-
тельные факты, подтверждающие отсутствие мута-
генных свойств у рекомбинантной плазмиды pGins 
(результаты четырех независимых экспериментов 
представлены в табл. 2). При сроках исследования 
3, 9 и 24 сут частота мутантных колоний после 
трансфекции клеток ДНК pGins не отличалась 
достоверно от контрольного уровня. 
Таким образом, несмотря на то, что структур-
ные элементы, используемые при конструировании 
pGins, вызывали мутагенный эффект (повышение 
частоты мутантов, резистентных к 6-МП) в куль-
тивируемых клетках китайского хомячка, в составе 
рекомбинантной плазмиды мутагенная активность 
не проявлялась. По нашему мнению, это обуслов-
лено усилением экспрессии гена препроинсулина и 
его функций под влиянием вирусных нуклеотид-
ных последовательностей. Iie исключена также 
возможность того, что вирусные регуляторные эле-
менты повышают точность процесса декодирования 
гена препроинсулина, несущего делецию в регуля-
торной области. 
В последующих экспериментах биологическое 
действие рекомбинантной плазмиды pGins было 
изучено с использованием цитогенетического теста, 
позволяющего оценить мутагенный эффект на 
уровне всего хромосомного аппарата. При введении 
в плетки китайского хомячка ДНК pGins частота 
хромосомных аберраций не отличалась ог конт-
рольного уровня (р < 0,05). В то же время и случае 
двух друга χ плазмид pBR322 (позитивный конт-
роль) и рНВ320 наблюдалось статистически досто-
верное повышение частоты хромосомных аберра-
ций, как и при действии на соматические клетки 
млекопитающих многих других экзогенных ДНК в 
диапазоне концентраций от I до 1.5 мкг/мл [3, 6, 
19—23 ]. 
Совокупность данных, полученных с шгазми-
дой pGins в экспериментах, in vitro, позволила 
высказать предположение о возможном ангимута-
генном действии гена препроинсулина, активно 
экспрессирующего под влиянием вирусных регуля-
торных элементов (табл. 3). Важно было понять, не 
связана ли генетическая активность разных реком-
бинантных ДНК с влиянием вновь образованных 
продуктов (РНК и/или белка) на хромосомный 
аппарат трансфицированных клеток. При этом 
синтезированный белок-продукт мог действовать 
двумя путями: 1) через внутриклеточные структу-
ры (на трансфицированные клетки, синтезирую-
щие этот белок) и 2) через поверхностные рецеп-
торы клеточных мембран при условии секреции его 
в окружающую среду клетками-продуцентами (на 
все клетки опытных популяций). В организме пер-
вый тип влияния гормона инсулина может реали-
зоваться, главным образом, в /Ї-клетках и клетках 
некоторых эмбриональных тканей, где происходит 
процессинг проинсулина в инсулин [26—28 1, а 
второй тип — в отношении клеток всех тканей 
организма. В /З-клетках существуют механизмы, 
защищающие их внутриклеточные структуры от 
действия инсулина [27 ]. В норме инсулин поступа-
ет из крови, где он присутствует в свободном 
состоянии и/или в комплексах с различными сыво-
роточными белками, и оказывает регул яторное 
влияние на метаболизм клеток через взаимодейст-
вие с мембранными рецепторами [27, 29 ]. 
В экспериментах in vivo рекомбинантные плаз-
миды pGins и pAins в составе липосом инъецирова-
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Таблица 2 
Частота мутантов по локусу hprt после трансфекции клеток рекомбинантной плазмидой pGins in vitro 
Вариант 
Время после 
трансфекции, 
сут 
Выборка кле-
ток, IO3 
Эффективность 
клонирования 
Количество му-
тантных коло-
ний 
Частота мутан-
тов I O - 5 
Частота мутантов 
за вычетом конт-
роля · 10 
Отноаіение 
опыт/ контроль P 
Контроль 1000 0,42 34 8,10 — 
pGins 3 1000 0,41 37 9,02 0 ,92 1,11 >0 ,05 
Контроль — 400 0,27 10 9,26 — — — 
pGins 3 315 0,51 15 9,33 0,07 1,01 >0 ,05 
Контроль 500 0,19 17 17,89 — — — 
pGins 3 500 0,16 17 21,25 3,36 1,19 >0 ,05 
Контроль — 500 0,26 11 8,46 — — — 
pGins 3 500 0,25 11 8,80 0,34 1,04 >0 ,05 
Контроль — 500 0,28 9 6,43 — — — 
pGins 9 500 0,39 9 4,61 - 1 , 8 2 0,72 > 0 , 0 5 
Контроль — 500 1,00 7 1,40 — — — 
pGins 24 500 1,00 4 1,00 - 0 , 4 0 0,71 > 0 , 0 5 
Π ρ и м е ч а н и е. Концентрация ДНК 10 мкг/мл. Статистическая обработка с помощью критерия Фишера. 
Таблица 3 
Частота аберрантных метафаз после трансфекции клеток рекомбинантной плазмидой pGins in vitro 
Вариант Количество изу-ченных метафаз 
Частота аберрантных метафаз Частота аберрант-
ных метафаз за 
вычетом контроля 
-.о"5 
Отаошение 
опыт/контроль P 
Bcem С разрывом С обменом коло-ний 
Контроль 260 3,46 2,31 1,15 __ 
pGins 275 1,82 1,82 0,00 - 1 , 6 4 0,53 > 0 , 0 5 
рНВ320 100 9,00 7,00 2,00 5,54 2,60 < 0 , 0 5 
РНВ322 100 9,00 7,00 2,00 5,54 2,60 < 0,05 
П р и м е ч а н и е . Концентрация ДНК 10 мкг/мл. Фиксация метафаз происходила через 24 ч после трансфекции. Статистическая 
обработка с помощью критерия Фишера. 
ли в печень і 8 ]. Плазмиду pAins использовали в 
качестве позитивного контроля, поскольку она вы-
зывала наиболее значительный мутагенный эффект 
[3, 5]. Хромосомные аберрации изучали в гемопо-
этнческих клетках (костный мозг и лимфоциты), 
которые доступны для цитогенетических исследова-
ния и на которые чужеродные продукты, кодируе-
мые исследуемыми генетическими матрицами, мог-
ли действовать только через внешние рецепторы 
плазматической мембраны. В системе in vivo плаз-
мида pGins также не вызывала повышения частоты 
хромосомных аберраций, этот показатель был на 
уровне контроля (табл. 4). В то же время рекомби-
нантная плазмида pAins в условиях организма 
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Таблица 4 
Частота аберрантных метафаз после введения рекомбинантной плазмиды pGins in vivo 
Тип клеток 
Вариант 
Количество 
крыс 
Количество изу-
ченных метафаз 
Частота аберрантных метафаз Частота аберрантных 
метафаз за вычетом 
контроля IU 
Ошошение 
опыт/контроль P 
Всего C разрывом С обменом ко-лоний 
Лимфоциты 
Контроль 6 500 0,60 0,60 0,00 — — — 
pGins 4 200 0,50 0,50 0,00 - 0 , 1 0 0,83 > 0,05 
pAins 6 340 3,53 1,82 0 ,59 2,93 5,88 < 0 , 0 0 1 
Клетки кост-
ного мозга 
Контроль 3 150 1,30 1,30 0,00 — — — 
ρ Aim 4 250 5,00 3,50 1,00 3,70 3,84 < 0,001 
П р и м е ч а н и е . Концентрация ДНК 75 мкг в 0 ,2 мл на особь. В случае лимфоцитов фиксация метафаз происходила через 
5 сут, в случае клеток костного мозга — через 30 сут после инокуляции животных. В случае pAins встречались метафазы с 
эндоредупликацией хромосом. Статистическая обработка с помощью критерия Стьюдента. 
приводила к статистически достоверному повыше-
нию частоты хромосомных аномалий, главным об-
разом разрывов (р < 0,001). Наблюдались также 
единичные случаи транслокаций и эндоредуплика-
ций, как и в исследованиях in vitro [3, 6]. 
Следует отметить, что хромосомные аберрации 
изучали только у тех экспериментальных живо-
тных, в крови которых наблюдалось снижение 
уровня глюкозы под влиянием рекомбинантных 
плазмид, сопоставимое с действием инсулина [8 ]. 
Итак, поскольку хромосомные аберрации были вы-
явлены в клетках костного мозга и лимфоцитах, то 
можно было предположить, что мутагенной актив-
ностью обладает продукт или продукты, кодируе-
мые pAins и секретируемые клетками во внекле-
точную среду. А различия в действии pGins и двух 
других рекомбинантных плазмид pBR322ins и 
pAins обусловлены количественными и/или качест-
венными различиями синтезированных продуктов. 
Исходно мы предположили, что вирусный усили-
тель в конструкции pGins компенсирует отсутствие 
клеточного регуляторного элемента, а это ведет к 
усилению и/или нормализации экспрессии гена 
препроинсулина. Действительно, в эксперименте 
было показано увеличение количества соответству-
ющего белка, секретируемого' клетками [9]. Что 
касается структуры белка-продукта, кодируемого 
экзогенным геном препроинсулина в составе ре-
комбинантных плазмид, то в неспецифических 
клетках было показано образование проинсулина 
[30, 31 ], обладающего ослабленным инсулинопо-
добным действием [27]. Как уже отмечалось, по-
мимо /3-клеток, процессинг проинсулина в инсулин 
происходит в клетках некоторых эмбриональных 
тканей (мозга и печени) [26 ]. Предполагается, что 
в дифференцированных гепатоцитах возможна 
продукция инсулина, если ввести экзогенный ген 
препроинсулина с системой процессирования про-
инсулина 128 ]. Это открывает перспективный путь 
генной терапии инсулинзависимого сахарного диа-
бета. 
В последующих: экспериментах мы проверили 
возможное генетическое действие препарата инсу-
лина в концентрации 200 нг/мл per se и в сочета-
нии с плазмидой рНВ320. При выборе условий 
обработки (концентрации и последовательности 
введения двух факторов) мы основывались на на-
ших данных о проявлении специфической функци-
ональной активности различных препаратов инсу-
лина в культурах клеток и генетическом действии 
другого регуляторного белка, лектина растительно-
го происхождения [32]. Инсулин вводили в среду 
за 2 ч до обработки клеток экзогенной ДНК, также 
он присутствовал в среде после завершения проце-
дуры трансфекции в течение 24 ч. 
По данным двух экспериментов, инсулин не 
только не вызывал повышения частоты мутантных 
колоний, но и проявлял антимутагенное действие в 
отношении мутагенной плазмиды рНВ320 (табл. 
5). При совместном действии белка и плазмиды 
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Таблица 5 
Частота мутантов по локусу hprt после комбинированной обработки клеток препаратом инсулина и ДНК рНВ320 in vitro 
Вариант 
Выборка кле-
ток, IO3 
Эффективность 
клонирования 
Количество My-
TlHTHbIX коло-
ний 
Частота мутан-
тов I C f 5 
Частота мутантов 
за вычетом контро-
ля - I l f 5 
Pl 
Разница частот 
в опытных вари-
антах I O 5 
P2 
Контроль 450 0,51 2 0,86 
Инсулин 500 0,44 2 0,91 0,05 > 0 , 0 5 — — 
рНВ320 500 0,29 7 4,83 3,97 < 0 , 0 5 — — 
Иксу ЛИН + 500 0 ,34 1 0,59 -0 ,27 > 0 , 0 5 < 0,001 
+ рНВ320 
Контроль 500 0 ,40 2 1,00 — — — — 
Инсулин 500 0 ,32 1 0 ,62 - 0 , 3 3 > 0 , 0 5 — — 
рНВ320 500 0,26 4 3,08 2,08 < 0,05 — — 
Инсулин + 500 0,45 1 0,44 - 0 , 5 6 < 0 , 0 5 < 0,001 
+ рНВ320 
П р и м е ч а н и е . Концентрация ДНК 10 мкг/мл, инсулина — 200 нг/мл. Время экспрессии мутаций 3 сут. Статистическая 
обработка с помощью критерия Фишера. P1 — достоверность разницы между опытным и контрольным вариантами; Р2 — между 
опытными вариантами. 
наблюдалось статистически достоверное снижение 
частоты мутантов по сравнению с мутагенным 
эффектом рНВ320 (р < 0,001). При этом значения 
частоты мутантных колоний в обоих эксперимен-
тах были несколько ниже контрольного уровня, в 
одном случае различия между опытным и конт-
рольным вариантами статистически достоверны. 
Таким образом, инсулин в концентрации 
200 нг/мл, поступающий через мембранные рецеп-
торы, не вызывал повышения частоты мутантных 
колоний в культуре клеток китайского хомячка. 
Более того, он оказывал антимутагенное (протек-
торное) воздействие в отношении экзогенной ДНК. 
Сравнение аминокислотных последовательностей 
препроинсулина различных млекопитающих свиде-
тельствует о почти полной гомологии этих белков 
[26 ]. Именно ЭТИМ, по-видимому, объясняется T4.T 
факт, что инсулин свиньи оказывал генетическое 
действие на клетки грызунов в наших эксперимен-
тах. 
Как рекомбинантная плазмида pGins, так и 
белок инсулин не обнаруживали мутагенного эф-
фекта при данных экспериментальных условиях. 
Напомним, что в случае pGins получена новая 
комбинация структурных элементов, в результате 
чего ген препроинсулина человека оказывался под 
влиянием сильного вирусного промотора. В резуль-
тате этого при введении в клетки млекопитающих 
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ДНК pGins наблюдался более высокий уровень 
экспрессии гена препроинсулина, чем в случае 
плазмиды pBR322ins [9 ]. Итак, компенсация деле-
гированной части промотора вирусными регулятор-
ными элементами усиливала функции гена препро 
инсулина и, как следствие, проявление антимута-
генной активности. 
Вероятно, нам удалось обнаружить один из 
случаев так называемого «парадоксального» гене 
тического эффекта, когда в меньшей концентрации 
агент вызывает мутагенный эффект, а при увели-
чении концентрации, наоборот, антимутагенног 
действие. Это явление было обнаружено при изуче-
нии генетической активности тиоловых соедине-
ний, цистеина, цистеамина и глутатион-Э-трансфе-
разы [33]. «Парадоксальный» генетический эффект 
был открыт авторами работы [34 ] на примере 
цистеамина. Было показано, что цистеамин в низ-
ких концентрациях действовал как мутагс:, а в 
более высоких концентрациях — как антимутаген 
В дальнейшем этот эффект был подтвержден дру 
гими исследователями в отношении не только соб-
ственного действия тиоловых соединений, но и их 
действия как модификаторов мутагенеза при со-
вместном действии с агентами другой природы 
[35—37 ]. Он объясняется целым рядом причин. Мы 
остановимся только на некоторых, которые могут 
быть общими у тиоловых соединений и инсулина. 
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Во-первых, было установлено, что тиоловые 
соединения, как и инсулин, активируют окисли-
тельные реакции, приводящие к образованию пере-
киси водорода. При высоких концентрациях тиоло-
вых соединений образовавшаяся перекись водорода 
быстро разрушается [33]. Кроме того, тиоловые 
соединения образуют генетически активные конъю -
гаты при окислении различных ксенобиотиков, при 
этом возникают ситуации, аналогичные описанной 
выше: при высоких концентрациях тиоловых сое-
динений перекиси разрушаются [331. 
Во-вторых, тиоловые соединения могут дейст-
вовать как антиоксиданты, подавляя свободнорадк-
кальные процессы [38 ]. Сахарный диабет наряду с 
другими болезнями относят к числу «свободноради-
кальных» болезней [33 ]. Не исключено, что инсу-
лин, нормализуя многие процессы в организме, 
одновременно снижает мутагенный потенциал сво-
бодных радикалов, образующихся при окислении 
ксенобиотиков. Значит, антимутагенное действие 
инсулина и/или проинсулина прежде всего должно 
было сказаться на образовании аберраций хромо-
сом, которые в настоящее время напрямую связы-
вают с нарушением баланса свободных радикалов. 
Действительно, мы обнаружили снижение частоты 
хромосомных аберраций (при введении в фибро-
бласты млекопитающих рекомбинантной плазмиды 
pGins). 
В-третьих, «парадоксальный» эффект может 
быть также обусловлен «феноменом максимума» 
[33, 35]. Суть его состоит в следующем: частота 
мутаций увеличивается прямо пропорционально 
дозе мутагена только до определенной величины — 
точки максимума, затем достигается плато или 
даже наблюдается снижение частоты мутаций. 
Причин этого явления несколько, но большинство 
из них связано с элиминацией либо клеток — 
носителей первичных повреждений ДНК, либо кле-
ток-мутантов. В отношении инсулина еще предсто-
ит изучить количественные характеристики гене-
тического эффекта на клетки млекопитающих, но 
можно предположить, что предел его биологическо-
го действия, по-видимому, ограничен числом ре-
цепторов на клеточной мембране. 
Учитывая многочисленность и разнообразие 
функций гена препроинсулина, можно предполо-
жить участие различных клеточных механизмов в 
его антимутагенном эффекте. В настоящее время 
уже показано антимутагенное действие целого ряда 
регуляторных белков, в том числе и гормональных 
препаратов [38—41 ]. Предполагается также, что 
антимутагенное действие интерферона, биогенных 
аминов и регуляторов роста может реализоваться 
так же, как и в случае аденозина, через изменение 
активности аденилатциклазного комплекса [42 ]. 
Известно, что аденилатциклазньш путь играет 
важную роль в глюкозозависимой экспрессии гена 
препроинсулина [27]. Но при этом следует учиты-
вать, что и отличие от ^-клеток и гепатоцитов в 
фиброблаетах млекопитающих (а именно их ис-
пользовали в экспериментах in vitro) экспрессия 
введенного гена препроинсулина не является глю-
козозависимым процессом [27, 28]. 
Совокупность всех полученных данных позво-
ляет высказать предположение о том, что эксярес-
сирующий ген препроинсулина наряду с другими 
регуляторными генами участвует в поддержании 
уровня генетической стабильности или изменчиво-
сти клеточных популяций. Генетические эффекты 
гена препроинсулина, введенного в клетки методом 
трансфекции, выявлялись в период временной экс-
прессии этого гена [1, 2, 9 ] и характер его дейст-
вия на соматические клетки млекопитающих зави-
сел от изменений в регуляторном обеспечении 
рекомбинантной конструкции. Эти данные: свиде-
тельствуют в пользу того, что генетическое дейст-
вие гена препроинсулина в клетках млекопитаю-
щих обусловлено прежде всего его экспрессией, а 
не интеграцией с клеточной ДНК. Как свидетель-
ствуют данные по изучению динамики интеграци-
онного процесса при введении в клетки высших 
организмов трансформирующих ДНК различного 
происхождения, интеграция происходит в более 
отдаленные; сроки после сложных структурных пре-
образований чужеродных генетических матриц 
клеточными ферментами [43, 44 ]. А мутагенез, 
индуцированный экзогенными ДНК на хромосом-
ном и генном уровнях, связан, главным образом, с 
экспрессией чужеродных генов в клетках млекопи-
тающих [45—47 ]. Снижение мутагенной активно-
сти гена препроинсулина за счет введения мутации 
в область инициации трансляции этого гена указы-
вает на роль белкового продукта в регуляции 
мутагенеза [3, 4, 6 ]. В данной работе выявлен 
генетический э ф ф е к т (антимутагенное действие) 
препарата инсулина в определенной концентрации. 
С одной стороны, генетическое действие экзоге нно-
го гена препроинсулина, вероятно, зависит от ко-
личества и качества соответствующего белкового 
продукта, от представления последнего в свободном 
или связанном с другими белками состоянии, от 
пути поступления его в клетки. С другой стороны, 
оно определяется генетическими особенностями и 
функциональным состоянием клеточной системы. 
В практическом отношении результаты данной 
работы свидетельствуют о возможности конструи-
рования безопасных в генетическом отношении: ре-
комбинантных ДНК и указывают на необходимость 
35 
ЛУКАШ Л. Л И ДР. 
дальнейших исследований по созданию генетически 
стабильных клеточных популяций , пригодных для 
целей генной терапии массовых патологий [1 J. 
Л. Л. Лукаш, С. В. Подольска, А. А. Євсеєнко, О. М. Сухорада, 
Л. М. Неборачко, 1. С. Варзанова, Т. П. Кочубей 
Рекомбінантна ДНК pGins, що містить експресуючий ген 
препроінсуліну людини, не виявляє мутагенноії активності 
Резюме 
На відміну від мутагенних рекомбінантних плазмід pBR322ins 
та ρAins, ДНК pGiris у концентрації 10 мкг/мл не викликає 
підвищення частоти генних мутацій та хромосомних аберацій 
у соматичних клітинах ссавців. Відсутність мутагенного 
ефекту pGins підтверджено у різних тест-системах in vitro 
та in vivo. Ймовірно, що це зумовлено підсиленням експресії 
та функцій гена препроінсуліну під впливом вірусних регуля-
торних елементів. Показано, u-'fl обробка клітин ссавців, що 
культивуються, препаратом інсуліну захищає їх від мутаген-
ної дії рекомбінантної плазміди рНВ320, яка містить геном 
вірусу гепатиту В. Одержані дані свідчать про участь гена, 
препроінсуліну, що експресуеться, у підтриманні рівня гене-
тичної стабільності або мінливості клітинних популяцій. 
L L. Lukash, S. V. Podolskaya, A. A. Evseeenko, Не. М. Suhorada, 
L. N. Neborachko, I. S. Varsanova, Т. P. Kochubei 
The recombinant DNA pGins that contains expressing human 
preproinsulin gene has no mutagenic activity 
Summary 
Uniike recombinant plasmids pBR322ins и pAins the ρlasmid DNA 
pGins at the concentration of 10 Hg/ml does not manifest mutagenic 
activity in somatic mammalian celts. The al>sence of pGins mu-
tagenic activity is confirmed in different test-systems in vitro and in 
vivo and presumably is determined by the increasing of the 
expression and the functions of the preproinsulin gene under the 
action of virus regulation elements. It is shown thai the preliminary 
treatment of somatic mammalian cells by insulin preparation 
protects them against the mutagenic action of recombinant plasmid 
pHB320, containing the genome of virus hepatitis B. The data 
obtained here testify to the participation of the expressing gene 
coding for insulin in the maintenance of genetic stability or cellular 
populations variation. 
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